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Abstract 
 
Agriculture requires new tools to improve productivity and crop yields, avoiding 
overuse of agricultural chemicals and organic compounds and directing its 
development towards a more friendly agriculture with the environment. In this 
context, microorganisms that establish beneficial interactions with plants promise 
new solutions in replacement of agrochemicals. Different species of bacteria can 
provide beneficial effects to plants; these bacteria are called PGPR, which are 
capable of promoting plant growth by various mechanisms. Cupriavidus 
pinatubonensis JMP134 is a bacterium that can stably colonize the rhizosphere of 
plants but does not have the ability to promote their growth, as it lacks genes 
involved in promoting plant growth. In addition, this bacterium has no genes involved 
in Quorum Sensing (QS), a communication mechanism essential for effective 
bacterial colonization by PGPR. The aim of this thesis was to design and build a 
synthetic regulation system mediated by QS in the strain JMP134, to grant the ability 
to express plant growth promotion genes, thus making this bacteria to behave as a 
PGPR. For this purpose, vectors with QS and corresponding promotion genes were 
obtained and integrated into the JMP134 strain, in order to test its effectiveness as a 
PGPR. The results obtained for the variants of the JMP134 strain constructed 
indicate that although genes expressed in these strains are capable of promoting 
various growth parameters in Arabidopsis thaliana plants, certain physiological 
aspects of the bacteria are affected, because of the high metabolic burden that the 
expression of the integrated genes in this bacterium represent. Also, genes related 
to QS would not be favoring colonization ability of the bacteria in the root, noting the 
need to explore other control systems for gene expression using this strain for the 
purpose of making it a PGPR. 
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Resumen 
 
La agricultura requiere de nuevas herramientas que permitan mejorar la 
productividad y el rendimiento de las cosechas, evitando el uso excesivo de 
compuestos orgánicos y agroquímicos y direccionando su desarrollo hacia una 
agricultura más amigable con el medio ambiente. Es en este contexto en el que los 
microorganismos que establecen asociaciones benéficas con plantas prometen 
nuevas soluciones en el  reemplazo de los compuestos usados como agroquímicos. 
Diferentes especies de bacterias pueden otorgar efectos benéficos a las plantas; 
estas bacterias se denominan PGPR, las cuales son capaces de promover el 
crecimiento vegetal mediante diversos mecanismos. Cupriavidus pinatubonensis 
JMP134 es una bacteria que puede colonizar establemente la rizósfera de las 
plantas pero que no tiene la capacidad de promover el crecimiento de éstas, ya que 
carece de genes involucrados en la promoción del crecimiento de plantas. Además, 
esta bacteria no presenta genes de Quorum Sensing (QS), mecanismo de 
comunicación bacteriano esencial para una efectiva colonización por parte de las 
PGPR. El objetivo de esta tesis fue diseñar y construir en la cepa JMP134 un 
sistema de regulación sintético mediado por QS para otorgarle la capacidad de 
expresar genes promotores del crecimiento en plantas, haciendo así que se pueda 
comportar como una PGPR. Para ello, se obtuvieron vectores con los genes de QS 
y de promoción correspondientes y se integraron en la cepa JMP134, con el fin de 
probar su nueva función y eficacia como bacteria PGPR. Los resultados obtenidos 
para las variantes de la cepa de JMP134 construidas indican que si bien los genes 
expresados en estas cepas son capaces de promover diversos parámetros de 
crecimiento en plantas de Arabidopsis thaliana, ciertos aspectos fisiológicos de las 
bacteria se ven afectados, debido a la alta carga metabólica que representa la 
expresión de los genes integrados en esta bacteria. Asimismo, los genes 
relacionados al QS no estarían favoreciendo la capacidad de colonización de la 
bacteria en la raíz, señalando la necesidad de explorar otros sistemas de control de 
la expresión génica para usar esta cepa con el propósito de convertirla en PGPR. 
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1. Introducción 
Hoy en día la agricultura se ha vuelto un tema complejo debido al aumento de la 
demanda de alimentos a nivel mundial lo que trae consigo, entre otras cosas, el uso 
indiscriminado de pesticidas y la consiguiente necesidad de proteger el ambiente y 
utilizar los recursos naturales de manera sustentable (Shen et al., 2013). 
Anualmente se utilizan millones de toneladas de fertilizantes químicos a nivel 
mundial con el fin de incrementar las cosechas de distintos tipos de cultivos (Aktar et 
al., 2009). En este contexto, la necesidad de nuevas herramientas que permitan 
aumentar la productividad en la agricultura, como también transformar la agricultura 
en una industria amigable con el ambiente, se hace cada vez más acuciante. Es por 
esto que los investigadores han apuntado al uso de bacterias biofertilizantes que 
colonizan la rizósfera de las plantas y otorgan efectos benéficos a diversas especies 
de cultivos, a fin de evitar el negativo impacto ambiental y alto costo que significa el 
uso de fertilizantes químicos (Lugtenberg and Kamilova, 2009; Maksimov et al., 
2014).  
1.1 Bacterias promotoras del crecimiento de plantas 
En la rizósfera existen componentes específicos como el suelo, las raíces de plantas 
y los microorganismos, los que interactúan entre sí, teniendo diversos efectos en la 
nutrición y el bienestar de las plantas (Dessaux et al., 2009). Por otro lado, las 
raíces de las plantas hospedan una gran variedad de bacterias, muchas de la cuales 
cooperan con las plantas, incrementando su nutrición, tolerancia al estrés o 
compitiendo con microorganismos patógenos (Jeffries et al, 2003; Vacheron et al., 
2013). Las PGPR  son bacterias capaces de promover el crecimiento de las plantas 
y establecer poblaciones rizosféricas y endófitas en las plantas hospederas 
(Maksimov et al., 2014; Bruto et al., 2014). Dentro de los mecanismos por los cuales 
los PGPR estimulan el crecimiento de las plantas se encuentran: la fijación 
atmosférica del nitrógeno (Hurek et al., 2002), la síntesis de distintas fitohormonas 
(Egamberdiyeva, 2007), la producción de compuestos volátiles orgánicos (VOCs) 
(Ryu et al. 2003; Wenke et al. 2010), la solubilización de minerales (Bontemps et al. 
2010; Parke and Gurian-Sherman, 2001) y la síntesis de enzimas que regulan los 
niveles hormonales de la planta (Glick, 1995; Siddiqui, 2006). Además, ciertas 
PGPR son capaces de aumentar la resistencia de las plantas a patógenos, gracias a 
mecanismos como la producción de antibióticos peptídicos, glucanasas, e 
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hidrolasas (Maksimov et al., 2014). Ejemplo de estas bacterias son Azospirillum spp. 
y Pseudomonas fluorescens, las cuales mediante mecanismos de fijación de 
nitrógeno y síntesis de auxinas, han demostrado ser capaces de incrementar el 
cultivo de arroz (Pedraza et al. 2009) y maíz (Sala et al. 2007), respectivamente. Las 
auxinas, por otra parte, cumplen un rol fundamental en la interacción planta-
bacteria, como es el caso del AIA, el cual se ha visto involucrado en la colonización 
bacteriana de la raíz, función que es capaz de ejercer como molécula señal 
(Persello-Cartieaux et al., 2003; Fu & Wang, 2011). La expresión de los genes 
involucrados en estos mecanismos de promoción de crecimiento de plantas por 
parte de las PGPR, cambia según los factores bióticos y abióticos de la rizósfera y 
según el tipo de bacteria que se encuentre en la rizósfera (Vacheron et al., 2013). 
Además, se estima que hasta un 90 % de las PGPR inoculadas en cultivos de 
leguminosas casi no tienen efecto sobre éstos, lo que se traduce principalmente en 
una baja viabilidad de las bacterias en el suelo (Andrews et al., 2003; Brockwell et 
al., 1995). Es por esto que la inoculación en campo con diferentes cepas PGPR de 
plantas con interés agronómico, muestra discrepancias con los resultados in vitro, al 
evidenciar una disminución en la colonización de las raíces, como también en los 
efectos producidos en el crecimiento de las plantas, cuestionando el valor efectivo 
de la aplicación de las PGPR en la agroindustria (Bruto et al., 2014;  Vacheron et al., 
2013). 
1.2 “Quorum Sensing” en la interacción planta-bacteria 
Estudios recientes demuestran que la comunicación célula a célula es uno de los 
factores importantes en la regulación de genes involoucrados en la colonización y la 
promoción de crecimiento en las PGPR (Bais et al., 2004; Compant et al., 2005; 
Steindler et al., 2009; Zuñiga et al., 2013). Las bacterias son capaces de 
comunicarse entre ellas al detectar la densidad de la población y así poder alternar 
entre comportamientos individuales y grupales mediante las señales que produzcan, 
en un sistema de comunicación denominado Quorum Sensing (QS) (Van Kessel et 
al., 2013). Las señales producidas son conocidas como moléculas autoinductoras, 
ya que son capaces de aumentar su propia expresión en un sistema de 
retroalimentación positiva, una vez que se encuentran en altas concentraciones 
(Atkinson & Williams, 2009; Li & Tian, 2012). Las N-acil homoserinas lactonas 
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(AHLs) son unos de los autoinductores más estudiados en las especies Gram 
negativo (Fuqua & Greenberg, 2002; Taga & Bassler, 2003). 
Estas moléculas son sintetizadas por las proteínas tipo LuxI (homoserina lactona 
sintasa) (Boyer & Wisniewski-Dye, 2009) e interactúan con los reguladores del tipo 
LuxR, uniéndose a los promotores de los genes blancos del sistema QS (Fuqua et 
al., 1994; Boyer & Wisniewski-Dye, 2009) (Fig. 1). Se ha demostrado que bacterias 
deficientes en la señalización por QS son menos efectivas en la colonización de sus 
hospederos (Quiñones et al., 2005; Ortíz-Castro et al. 2009), demostrando la 
importancia de la regulación de los sistemas QS en el establecimiento de la 
interacción bacteria-hospedero. Por otra parte, el QS es un sistema fundamental en 
la regulación de distintos procesos en un gran número de especies bacterianas, 
permitiendo la expresión coordinada de genes involucrados en aspectos claves 
como la formación de biopelícula, motilidad y expresión de factores de virulencia. 
(Davey & O´toole, 2000; Kinsinger et al., 2003; Smith & Iglewski, 2003) 
En las últimas décadas se han reportado especies de PGPR pertenecientes a 
diversos géneros, tales como: Acetobacter, Klebsiella, Pseudomonas, Burkholderia, 
Entherobacter y Bacillus, que actúan en la promoción del crecimiento en distintas 
especies de plantas (Cattelan et al., 1999; Raupach & Kloepper, 1998). En 
particular, las especies pertenecientes al orden de las Burkholderiales han recibido 
bastante atención debido a sus capacidades y posibles aplicaciones 
biotecnológicas, abarcando varias especies que colonizan una amplia variedad de 
especies de plantas (Di Cello et al., 1997; Parke and Gurian-Sherman, 2001; Barret 
and Parker 2006). Un modelo de estudio de PGPR, perteneciente a este grupo, es 
la especie Paraburkholderia phytofirmans PsJN. Esta bacteria promueve el 
crecimiento de varias especies de plantas con importancia agronómica, a través de 
mecanismos como la reducción de los niveles de etileno, mediante la enzima ácido 
1-aminociclopropano-carboxilico desaminasa, codificada por el gen acdS (Sun et al., 
2009) y las vías de síntesis de ácido indol acético y las de degradación del mismo 
(Zúñiga et al., 2013). Además se ha reportado que P. phytofirmans PsJN tiene dos 
sistemas QS del tipo LuxI/R, y uno de ellos es clave para establecer una 
colonización eficiente de la rizósfera y posteriormente promover el crecimiento de 
plantas de Arabidopsis thaliana (Zúñiga et al., 2013). Por otra parte, Cupriavidus 
pinatubonensis JMP134 es una especie cercana a P. phytofirmans PsJN pero que 
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no posee genes putativos involucrados con la promoción del crecimiento de plantas 
(Ledger et al., 2012). Ambas especies se caracterizan por sus capacidades 
catabólicas y comparten varias rutas metabólicas que incluyen la degradación de 
compuestos aromáticos (Pérez-Pantoja et al., 2012).  
 
Figura 1. Modo de acción del sistema Quorum Sensing de bacterias Gram 
negativo y síntesis de acil-homoserina lactonas (AHL). La síntesis de AHL se 
inicia con la captación de S-adenosil metionina (SAM) y un grupo acilo por parte de 
la LuxI sintasa, la cual mediante una acilación une ambas moléculas formando acil-
SAM. Posteriormente, se produce una lactonización y se libera la AHL formada, 
permitiendo que la LuxI sintasa sea capaz de captar más SAM y sintetizar más AHL 
en el tiempo. (Fuqua & Greenberg, 2002).   
Este tipo de bacterias presenta ventajas a nivel rizosférico ya que pueden 
metabolizar los exudados de las raíces de las plantas, permitiéndoles colonizar su 
superficie (Lugtenberg & Kamilova, 2009). Ledger et al., 2012 demostraron que la 
cepa JMP134 es capaz de colonizar las raíces de plantas de Acacia caven y A. 
thaliana, debido al menos en parte a su capacidad de degradar los exudados de 
raíces mediante la ruta de degradación del β-cetoadipato. Sin embargo, esta cepa 
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no es capaz de promover el crecimiento de estas especies de plantas, 
estableciendo un tipo de interacción neutra (Ledger et al., 2012). Se sabe además 
que la cepa JMP134 presenta una baja sobrevida en microcosmos de suelo nativo 
(no rizosférico), siendo altamente afectada por la presencia de la microbiota 
eucariótica (Manzano et al., 2007). Esta cepa no posee sistemas QS mediados por 
AHLs codificados en su genoma, indicando una posible carencia de comportamiento 
poblacional (datos no publicados), es decir, que al no poseer un sistema de 
comunicación establecido no sería capaz de comunicarse entre ella y ejercer una 
forma efectiva de regular su densidad pobacional. Por tanto, esta bacteria por si 
misma no tiene muchas proyecciones potenciales de aplicación en campo, ya que 
no se presenta como una real opción para promover cultivos de interés. Por otra 
parte, sí es un buen modelo para el estudio del entendimiento de las interacciones 
neutras versus las benéficas entre bacterias y plantas, lo cual podría aumentar el 
conocimiento que se posee sobre los mecanismos claves que se requieren para 
ejercer una efectiva promoción de crecimiento en plantas. C. pinatubonensis 
JMP134 podría servir como modelo de estudio para profundizar el conocimiento de 
los procesos que regulan la colonización de plantas y ayudan a promover su 
crecimiento. Si bien JMP134 ya posee los genes necesarios para una efectiva 
colonización de raíz, la introducción de genes foráneos relacionados a esta 
capacidad y/o de promoción de crecimiento podría permitirle establecer una 
interacción benéfica con las plantas. Asimismo, y en relación a lo mencionado 
previamente, nos preguntamos si utilizando un sistema genético y sintético de 
regulación mediado por QS en base a moléculas señales de AHLs, para la 
expresión de genes foráneos y de promoción de crecimiento, se podría lograr 
convertir ésta bacteria, de interacción neutra con la planta, en una PGPR. 
La biología sintética, una promisoria y novedosa herramienta, podría ayudar a 
resolver esta interrogante. 
1.3 Biología Sintética 
En 1974, el genetista polaco Waclaw Szybalski arrojó la primera visión sobre la 
Biología Sintética al mencionar: “estamos trabajando en la fase descriptiva de la 
biología molecular, pero el verdadero desafío comenzará cuando entremos en la 
fase de la Biología Sintética de nuestras áreas de investigación, entonces podremos 
idear nuevos elementos de control y añadir estos nuevos módulos a los genomas 
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existentes o construir genomas completamente nuevos”. Este comentario aún es 
considerado como una descripción bastante acertada de lo que es la Biología 
Sintética (Zhao, 2013). La Biología Sintética puede definirse como una disciplina 
que permite el diseño y la construcción de nuevos organismos biológicos, 
programados por circuitos genéticos sintéticos (Sleight et al., 2010). En este 
contexto, la Biología Sintética se presenta como una nueva disciplina cuyas 
herramientas permitirán reducir la complejidad de los sistemas y obtener soluciones 
simplificadas utilizando los materiales y conocimientos disponibles (Endy, 2005; 
Pleiss, 2006). Gracias a los avances realizados en esta área, los investigadores hoy 
en día tienen la facultad de sintetizar genes y rutas metabólicas completas e incluso 
incorporarles modificaciones genéticas precisas, con tal de construir sistemas 
biológicos complejos que posean características y funciones específicas (Zhao, 
2013; Roberts et al., 2013). Uno de los mayores ejemplos de esto y que permitió 
vislumbrar el impacto que puede producir la Biología Sintética, fue lo realizado por 
Daniel Gibson y Craig Venter el año 2010, en el instituto J. Craig Venter, quienes 
crearon la primera célula sintética (Gibson, 2014). Sólo un par de años antes se 
había logrado sintetizar químicamente el genoma completo de una bacteria por 
primera vez y dos años después se logró reproducir al introducirlo en un recipiente 
hospedero y producir así una célula sintética (Gibson, 2014). 
Entre las diversas aplicaciones que se podrían realizar mediante estas 
herramientas, se encuentra el uso de bacterias como agentes terapéuticos, para 
corregir una enfermedad genética, plantas capaces de percibir y responder de 
manera específica a los cambios ambientales e incluso, bacterias capaces de 
sintetizar nuevos materiales (Brophy & Voigt, 2014). La meta de la Biología Sintética 
es extender o modificar el comportamiento de organismos y lograr que éstos 
cumplan nuevas tareas, en base a la utilización de partes genéticas estandarizadas 
(Andrianantoandro et al., 2006). La dificultad para llevar a cabo estas tareas radica 
esencialmente en la regulación de los circuitos genéticos que se pretenden 
construir. Si bien existe una gran cantidad de reguladores conocidos que interactúan 
con promotores, operadores y distintos sitios de unión al DNA, el principal problema 
consiste en determinar su comportamiento in vivo, considerando los factores que 
afecten su acción. Las condiciones de crecimiento, el contexto genético y las 
condiciones ambientales pueden influir en su comportamiento (Andrianantoandro et 
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al., 2006; Brophy & Voigt, 2014). A fin de evitar/controlar esto, se intenta tener 
distintas clases de partes genéticas con  comportamiento consistente y ortogonales, 
es decir, para que sean capaces de funcionar entre ellas independiente del contexto 
en el que se encuentren (Slusarczyk et. al., 2012). Las partes genéticas 
estandarizadas que se utilizan para diseñar y construir los circuitos sintéticos se 
denominan Biobricks y se encuentran disponibles en el registro de partes biológicas 
estándar (http://parts.igem.org/Main_Page). Una parte biológica se puede definir 
como una secuencia de ácido nucleico natural que codifica una función biológica 
definible, y una parte biológica estándar o Biobrick como una parte biológica que ha 
sido refinada para conformar uno o más estándares técnicos definidos (Shetty et al., 
2008). Una de las grandes innovaciones que representan las partes Biobricks, es la 
capacidad que tiene un investigador de unirla a otra parte Biobricks, y al compuesto 
resultante agregarle otra y así sucesivamente (concepto de modularidad), 
generando circuitos genéticos estandarizados y funcionales (Sleight et al., 2010). 
En relación a los potenciales usos que ofrece esta herramienta, a las características 
que posee JMP134 y a los sistemas de regulación y expresión de las PGPR 
mencionados anteriormente, se puede establecer la siguiente pregunta: 
¿Es posible construir un circuito genético sintético en C. pinatubonensis JMP134, 
que posea genes involucrados en la promoción del crecimiento de plantas, y cuya 
expresión sea regulada por un sistema de comunicación por QS?  
Lo anterior permitiría regular la expresión de los genes introducidos en C. 
pinatubonensis JMP134, lo cual sería a su vez coordinado por un aumento en la 
densidad poblacional de la bacteria a nivel de la raíz, permitiendo así una mayor 
interacción benéfica planta-bacteria. 
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2. Hipótesis 
La construcción de un circuito genético sintético de regulación mediada por QS en 
C. pinatubonensis JMP134 es capaz de controlar la expresión de genes foráneos en 
esta cepa, promotores del crecimiento en plantas, permitiendo así el establecimiento 
de una interacción benéfica con A. thaliana. 
 
3. Objetivo general 
Construir un circuito genético sintético que exprese genes foráneos en JMP134 
involucrados en la promoción de crecimiento de plantas, cuya expresión sea 
regulada por un sistema de QS en C. pinatubonensis JMP134, para crear así una 
interacción planta-bacteria benéfica sintética. 
 
4. Objetivos específicos 
1. Diseño in silico, utilizando las bases de datos Biobricks, de los circuitos sintéticos 
a utilizar. 
2. Construcción y caracterización de los circuitos sintéticos en C. pinatubonensis 
JMP134. 
3. Evaluación de la expresión de los genes de los circuitos sintéticos en las 
variantes genéticas de JMP134 inoculadas en plantas, mediante la medición de los 
parámetros de crecimiento de A. thaliana. 
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5. Materiales y Métodos 
5.1 Materiales  
5.1.1 Reactivos 
- Aldrich Chemical Company Inc. (Milwaukee, WI, USA): ácido 2,4 
diclorofenoxiacético. 
- Epicentre (Madison, WI, USA): T5 exonucleasa. 
- Invitrogen Life Technologíes (Carlsbad, CA. USA): Polimerasa taq de alta fidelidad.  
- Merck (Darmstadt, Alemania): Ácido clorhídrico, ácido sulfúrico, agar-agar, agar 
ultrapuro, cloruro de cobre dihidratado, cloruro de hierro hexahidratado, cloruro de 
manganeso tetrahidratado, cloruro de níquel hexahidratado, cloruro de sodio, cloruro 
de zinc, D (-) fructosa, extracto de levadura, fosfato ácido de sodio dodecahidratado, 
fosfato diácido de potasio, hidróxido de sodio, molibdato de sodio dihidratado, 
peptona, sulfato de amonio, sulfato de magnesio heptahidratado. 
- New England Biolabs (Ipswich, MA, USA): Taq ligase.  
- Sigma Aldrich Company (St. Louis, MO, USA): ácido bórico, citrato de amonio y 
hierro (III), cloruro de cobalto hexahidratado, 3-oxo-C6-AHL. 
- Thermo Fisher (Waltham, MA, USA): Polimerasa de fusión de alta fidelidad. 
 
5.1.2 Material biológico 
Las cepas bacterianas,  semillas y plásmidos utilizados durante esta tesis se 
encuentran indicados en la Tabla I, junto con sus características más relevantes y 
sus respectivas fuentes de obtención.  
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Tabla I. Material biológico 
Bz⁺, capaz de crecer en ácido benzoico; 3-Hb⁺, capaz de crecer en ácido 3-hidroxibenzoico; 
4-Hb⁺, capaz de crecer en ácido 4-hidroxibenzoico; Pac⁺, capaz de crecer en ácido 
fenilacético; 4-Hpa⁺, capaz de crecer en ácido 4-hidroxifenilacético; 2,4-D⁺, capaz de crecer 
en ácido 2,4-diclorofenoxiácetico; Ph⁺, capaz de crecer en fenol; Tyr⁺, capaz de crecer en 
tirosina; Clᴿ, resistencia a cloranfenicol; Gmᴿ, resistencia a gentamicina. AIT: Austrian 
Institute of Technology. DSMZ: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen 
GmbH, Braunschweig, Alemania. IGEM: International Genetically Engineered Machine. 
Cepas/semillas/plásmidos Genotipo/fenotipo relevante Fuente/ referencia 
Cepas bacterianas 
 
C. pinatubonensis 
JMP134 
Bz⁺ , 3-Hb⁺ , 4-Hb⁺ , Pac⁺ , 4-Hpa⁺ , 2,4-D⁺ , 
Ph⁺ , Tyr⁺  
 
DSMZ 
E. coli Mach 
 
Cepa receptora de plásmidos 
 
Invitrogen, CA, 
USA 
Paraburkholderia 
phytofirmans PSJN 
Cepa promotora de crecimiento de planta. Posee 
acdS  y genes relacionados a la síntesis de ácido 
indol acético (AIA) 
Sessitsch A. (AIT) 
Semillas 
  
A. thaliana Col-0  
Semillas silvestres 
 
The Arabidopsis 
Information 
Resource (TAIR) 
 
A. thaliana  KATE::LTI Semillas transgénicas. KATE::LTI tag de 
membrana. 
Federici, F. 
resultados no 
publicados.   
Plásmidos 
  
pSEVA pSEAV637. PBR1. Gmᴿ. 
The Standard 
European Vector 
Architecture 
(SEVA) resource. 
PluxI–luxI_GFP-pSEVA 
 
 
LuxI+; GFP+. pSEAV637. PBR1. Gmᴿ. 
  
 
Esta tesis 
PluxI–luxI_AIA_GFP-
pSEVA 
 
LuxI+; AIA+; GFP+. pSEAV637. PBR1. Gmᴿ. Esta tesis 
PluxI–luxI_acdS_GFP-
pSEVA 
 
LuxI+; acdS+; GFP+. pSEAV637. PBR1. Gmᴿ. Esta tesis 
BBa_K515010 
BBa_C0062 
BBa_R0040 
BBa_R0062 
BBa_C0061 
 
Plásmido con los genes para la síntesis de 
AIA,Clᴿ 
Plásmido con la parte Biobrick luxR.  Clᴿ 
Plásmido con la parte Biobrick pTetR.  Clᴿ 
Plásmido con la parte Biobrick pLux.  Clᴿ 
Plásmido con la parte Biobrick luxI.  Clᴿ 
 
 
 
IGEM, Biobricks 
(repositorio 2013). 
MA, USA 
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5.1.3. Medios de cultivo  
5.1.3.1 Medio Luria-Bertani (LB) 
El cultivo líquido Luria – Bertani (LB) se compone de peptona 1,0 % (p/v), extracto 
de levadura 0,5 % (p/v) y NaCl 1 % (p/v). Para la preparación de medio LB sólido se 
le agregó agar – agar 1,5 % (p/v). Cuando fue necesario, se le agregó el antibiótico 
gentamicina (Gm) 30 µg/mL. 
5.1.3.2 Medio Dorn 
El medio de sales mínimo Dorn se compone de sales Dorn 100X, suplementado con 
elemento trazas y buffer fosfato 10X (Dorn et al., 1974). Las soluciones que 
comprenden el medio poseen la siguiente composición: 
 
- Buffer fosfato (10X): 140 g/L de Na2HPO4 x 12H2O y 20g/L de KH2PO4. 
Diluidos en agua destilada y esterilizados en autoclave. 
- Sales Dorn (100X): 5 g/L de Ca(NO3)2 x 4H2O, 100 g/L de (NH4)2SO4, 20 g/L 
de MgSO4 x 7H2O y 1 g/L de Fe(III)-citrato de amonio. Diluidos en agua 
destilada y esterilizados en autoclave. El compuesto Ca(NO3)2 x 4H2O se 
esterilizó por separado y posteriormente se mezcló con las otras sales. 
- Solución de elementos trazas (1000X): 10mM de HCL (37%), 0,5 mM de 
ZnCl2, 1 mM de MnCl2 x 4H2O, 1 mM de H3BO3, 0,8 mM de CoCl2 x 6H2O, 
0,1 mM de CuCl2 x H2O, 0,1 mM de NiCl2 x 6H2O, 0,15 mM de NaMoO4 x 
2H2O. Diluidos en agua destiladas y esterilizados por filtración. 
 
La solución final se obtuvo agregando 1 mL de elementos trazas (1000X), 10 mL de 
sales Dorn (100X) y 100 mL de buffer fosfato (10X) a 889 mL de H2O destilada 
estéril.  Al medio se le añadió fructosa o ácido 2,4-diclorofenoxiacético como fuente 
de carbono, según la concentración correspondiente, además del antibiótico 
(gentamicina 10 mg/ mL). 
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5.1.3.3 Medio basal Murashige Skoog (MS) 
Para el crecimiento in vitro de plantas se utilizó el medio MS (Murashige & Skoog, 
1962) que se compone de 2,21 g/L del Murashige y Skoog Basal Salt Mixture de 
laboratorios phytotech (Overland Park, KS, USA) y 8 g/L de agar ultra puro.  
 
5.2 Métodos 
5.2.1 Amplificación de fragmentos de DNA por la reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR).  
Para la amplificación de los fragmento de ADN se utilizó la polimerasa de fusión de 
alta fidelidad de Thermofisher, en un volumen final de 25 μL. El equipo utilizado 
corresponde a un termociclador VERITI (Applied Biosystems). Los programas de 
PCR consistieron de una desnaturación inicial de 98°C durante 30 s, seguido por 35 
ciclos de 3 etapas: 1) Desnaturación inicial a 98°C por 10 s 2) Hibridación de los 
partidores, a temperatura entre 55 a 65ºC (dependiendo de la TM de cada pareja de 
partidores), por 30 s y 3) Extensión a 72°C por 20 – 30 s (por cada Kb del fragmento 
a amplificar). Finalmente, una etapa de elongación a 72°C durante 2 min. El 
producto de PCR se mantuvo a 4°C hasta su utilización. 
 
5.2.2 Electroforesis de DNA en geles de agarosa. 
Los fragmentos de ADN amplificados por las reacciones de PCR se separaron en 
geles de agarosa horizontales de 1% (p/v) en buffer TAE 1X, suplementado con Gel 
Red (Thermofisher (MA, USA), a una concentración de 1 µL del agente intercalante 
por cada 10 mL de buffer TAE 1X del gel de agarosa. La electroforesis se realizó a 
un voltaje constante de 95 V durante 40 min. Se utilizó como indicador de tamaño 
molecular el marcador O´generuler 1 kb plus DNA ladder (Thermofisher, MA, USA). 
 
5.2.3 Partidores. 
Los partidores utilizados en esta tesis se encuentran descritos en la Tabla II. Estos 
fueron diseñados utilizando el programa primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0).  
Los productos de PCR formados por las distintas parejas de partidores se muestran 
en la Tabla III.  
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Tabla II. Lista de partidores utilizados en las reacciones de PCR. 
   
                 
Partidor 
 
Secuencia (5´--> 3´) 
   
Origen 
        pTet FW  
 
GGCATGCAAGCTTAGGAGGA 
  
BBa_R0040 
luxI RV 
 
TTTTCGTCGTTTGCAGCATTTAAGACT 
 
BBa_C0061 
pSEVA FW  GGCATGCAAGCTTAGGAGGA 
  
SEVA resource 
pTet RV 
 
GGCGGCCTCCTGTGTGAAATTGT 
 
BBa_R0040 
AIA FW 
 
AGTCTTAAATGCTGCAAACGACGAAAACGGTGGCCTTAACTACCAAC BBa_K515010 
AIA RV 
 
TCCTCCTAAGCTTGCATGCCGGTGACACCTTGCCCTTTT BBa_K515010 
acdS FW 
 
AGTCTTAAATGCTGCAAACGACGAAAACCCACTTACCCCGACCAC Bphyt_5397 
acdS RV 
 
TCCTCCTAAGCTTGCATGCCTTCCTGAGGGAGCATTTGAG Bphyt_5397 
                
BBa: Vectores de la base de datos IGEM que poseen las distintas secuencias 
utilizadas, también conocidos como Backbones; SEVA resource: Base de datos 
(http://seva.cnb.csic.es/) de la cual se obtuvo el plásmido base pSEVA 
correspondiente; Bphyt_5397: Número de locus de Paraburkholderia phytofirmans 
PsJN donde se encuentra el gen acdS 
 
 
Tabla III. Productos de PCR 
                    
Pareja de partidores  
 
Región amplificada 
 
Tamaño del producto (pb) 
        pTet FW / LuxI RV 
 
Promotor tet, luxR y luxI 1746 
 pSEVA FW / pTet RV 
 
GFP y pSEVA 
 
3671 
 AIA FW / AIA RV 
 
IaaM ; IaaH 
 
3104 
 
acdS FW / acdS RV 
 
acdS   
 
1123   
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5.2.4 Ensamblaje por Gibson 
Para obtener los vectores que posean los circuitos deseados en la cepa JMP134 se 
utilizó la técnica de ensamblaje de Gibson (Gibson et al., 2009). El ensamblaje de 
Gibson es un método rápido y eficiente que permite la unión de secuencias que 
posean una región en común a partir de una sola reacción, en la cual participan 
enzimas como la polimerasa de fusión de alta fidelidad (la cual posee un mayor 
rendimiento y menor tasa de error que otras polimerasas), la exonucleasa y la ligasa 
(Fig. 2). 
Mediante reacciones de PCR se amplificaron las secuencias de interés para la 
construcción de los vectores, utilizando como templados la secuencia del vector 
pSEVA y las partes Biobricks correspondientes (ilustrados en la Tabla I) junto con 
los partidores Forward y Reverse obtenidos (ilustrados en la Tabla II). Una vez 
amplificada cada secuencia se corrieron los productos en gel de agarosa al 1% y se 
purificaron las bandas obtenidas, utilizando el kit de extracción de gel  QIAEX II. A 1 
µL de cada secuencia amplificada y purificada se agregaron 3 µL de Master Mix y se 
llevó cabo la reacción en un termociclador por 1 h a 50ºC. Posteriormente, se 
transformaron cepas de JMP134 con los vectores PluxI–GFP-pSEVA, PluxI–luxI_GFP-
pSEVA, PluxI–luxI_AIA_GFP-pSEVA y PluxI–luxI_acdS_GFP-pSEVA, construidos con 
los protocolos señalados previamente.  
5.2.5 Transformación de bacterias 
Para obtener las cepas bacterianas que expresaron los vectores de interés se 
llevaron a cabo 2 métodos de transformación. Inicialmente y para obtener las células 
recombinantes de E. coli se llevó a cabo una transformación química. A 50 µL de 
células competentes químicas de E.coli Mach, previamente descongeladas en hielo, 
se le añadieron 2 µL del vector correspondiente. Después de 30 min, las células se 
sometieron a un golpe de calor a 42ºC por 1 min. Posteriormente, se añadieron 200 
µL de medio LB al tubo con las células y éstas se dejaron recuperando en un 
agitador orbital a 37ºC por 2 h. Finalmente, las células fueron sembradas en placas 
con medio LB y el antibiótico correspondiente para la selección. Para obtener las 
células recombinantes de la cepa JMP134 se llevó a cabo una transformación 
electroquímica. A fin de poder realizar este método inicialmente se obtuvieron 
células competentes electroquímicas de la cepa JMP134. A 50 µL de las células  
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Figura 2. Esquema de la reacción de Gibson. Reacciones que se llevan a cabo 
para la unión de secuencias en la técnica de ensamblaje de Gibson. La 
superposición de las regiones idénticas entre 2 secuencias permite que la 
exonucleasa T5 corte aproximadamente 25 pb de los extremos 5´ de cada región. 
Posteriormente las secuencias se unen en los extremos 3´ y la polimerasa de fusión 
repara el marco de lectura de ambas hebras en sentido 5´->3´. Finalmente la Taq 
ligasa se encarga de sellar los sitios de corte y las secuencias quedan 
correctamente unidas (Gibson et al., 2009). 
 
competentes de la cepa JMP134 se le añadieron 1-2 µL de vector correspondiente, 
se traspasó el volumen total a una cubeta de electroporación y se procedió a 
electroporar a un voltaje de 1,80 V. Las células transformadas se traspasaron a 500 
µL de LB líquido y se dejaron recuperando por 2 h a 37°C en agitación. 
Posteriormente, las células fueron sembradas en placas con LB con el antibiótico 
correspondiente para poder seleccionar aquellas bacterias que hayan integrado el 
vector. Una vez seleccionadas las colonias, éstas fueron crecidas en agar Dorn, 
suplementado con ácido 2,4 diclorofenoxiacético como fuente de carbono junto con 
el antibiótico (gentamicina 60 µM), para comprobar que las cepas correspondieron a 
la cepa JMP134. 
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5.2.6 Condiciones de cultivo 
C. pinatubonensis JMP134 fue crecida a 30ºC en medio de sales mínimo Dorn (Dorn 
et. al, 1974), suplementado con fructosa (500 mM) o 2,4-D (50 mM), además del 
antibiótico apropiado: Gentamicina (30 µg/mL). La cepa E. coli Mach fue crecida en 
LB a 37ºC. 
5.2.7 Curvas de crecimiento 
Para determinar los niveles de crecimiento de las cepas PluxI–luxI_AIA_GFP-pSEVA, 
PluxI–luxI_acdS_GFP-pSEVA y JMP134 silvestre se realizó una curva de 
crecimiento. Las variantes ya crecidas en medio Dorn suplementado con fructosa 10 
mM y gentamicina 60 µM, así como la cepa silvestre crecida en medio Dorn con 
fructosa 10 mM  fueron reinoculadas en los medios ya mencionados y se hicieron 5 
réplicas por cada condición en los pocillos de las placas ELISA. Se dejaron 
creciendo las muestras por 48 h a 30°C y se midió la absorbancia de los pocillos 
cada una hora, a una O.D. de 600 nm. Mediante los datos recopilados se pudieron 
obtener las curvas de crecimiento correspondientes. 
5.2.8 Detección de ácido indol acético (AIA) 
Las cepas PluxI–luxI_AIA_GFP-pSEVA, JMP134 silvestre y P. phytofirmans PSJN se 
crecieron en 4 mL de Dorn suplementado con fructosa 10 mM y gentamicina 60 µM 
por 24 h o hasta alcanzar el estado estacionario (0.D. = 1,5). Cada cepa fue luego 
separada en 2 tubos con 2 mL cada uno y se le añadió triptófano como precursor. 
Se tomaron 250 µL de cada tubo en intervalos de una hora y se añadió el mismo 
volumen de reactivo R1 (reactivo de Salkowski) en tubos Eppendorf. El reactivo de 
Salkowski se compone de ácido sulfúrico, cloruro de hierro hexahidratado (FeCl3 x 
6H20) y agua destilada. La reacción fue visible después de unos minutos. Asimismo 
se realizaron controles con AIA y triptófano disueltos en agua y se agregó el mismo 
volumen de R1. Luego de 3 h las muestras fueron colocadas en distintos pocillos de 
placa ELISA para determinar la absorbancia a 530 nm y los niveles de AIA 
alcanzados. Para cuantificar la concentración de AIA (µg/mL) se utilizaron los datos 
de la absorbancia obtenidos y a partir de una curva estándar de concentración 
conocida de AIA se determinó la cantidad de AIA sintetizado. 
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5.2.9 Evaluación de motilidad por swimming  
Se dejaron creciendo las cepas con los vectores PluxI–luxI_ AIA_GFP-pSEVA, PluxI–
luxI_acdS_GFP-pSEVA y PluxI–luxI_GFP-pSEVA y JMP134 silvestre en Dorn 
suplementado con fructosa 10 mM y gentamicina 1 µL /mL durante 24 h. Una vez 
crecidas se inocularon 5 µL de cada cepa en el centro de placas Petri con agar Dorn 
(0,25%), suplementado con fructosa 10 mM y gentamicina (1 µL /mL), y se 
obtuvieron 5 réplicas técnicas. Luego de 48 h se tomaron las placas y se  midió el 
diámetro de las colonias obtenidas para así determinar el halo de motilidad formado 
por cada cepa. 
5.2.10 Ensayo de biopelículas 
Se tomaron inóculos de las cepas PluxI–luxI_AIA_GFP-pSEVA, PluxI–luxI_acdS_GFP-
pSEVA, Cicuito A PluxI–luxI_GFP-pSEVA, y JMP134 silvestre y se dejaron creciendo 
en 2 mL Dorn + fructosa 10 mM + gentamicina 60 µM por 24 h a 30°C. 
Posteriormente se tomó 5 µL de cada cepa y se reinoculó en 1 mL de 4 medios 
distintos: Dorn + fructosa 10 mM, Dorn + sacarosa 3%, Dorn + manitol 10 mM y 
Dorn + exudados de raíz (obtenidos a partir de ensayos realizados en el laboratorio 
de Bioingeniería, Universidad Adolfo Ibáñez) suplementados con gentamicina 60 µM 
, para aquellas cepas con los vectores correspondientes. Se realizaron 3 réplicas de 
200 µL, para cada medio con la respectiva cepa, en pocillos de una placa ELISA.  
Como control negativo se utilizaron 3 pocillos para cada medio sin inóculo. Las 
cepas se dejaron creciendo en agitación a 30°C por 24 h. Luego, se agitó 
vigorosamente la placa sobre una bandeja, para eliminar las bacterias planctónicas 
de los pocillos. Para lavar la placa ésta fue sumergida en una bandeja con agua 
destilada y agitada fuertemente sobre otra bandeja de desechos para eliminar los 
residuos, por 3 veces. Posteriormente, se añadió a cada pocillo 125 µL de cristal 
violeta 0,1% y se dejó tiñendo por 10 min. La placa fue lavada con agua destilada 2 
veces para remover la solución de cristal violeta y luego se dejó secando 
invertidamente sobre una toalla de papel para remover cualquier exceso de líquido. 
Una vez secos se añadió 200 µL de etanol 95% a cada pocillo y se dejó 
solubilizando por 10-15 min. Se transfirieron 125 µL de cada muestra a una nueva 
placa y se procedió a medir la absorbancia de cada pocillo a una longitud de onda 
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desde 500 a 600 nm. De esta forma se determinó la formación de biopelícula de 
cada muestra a una absorbancia de 530 nm. 
5.2.11 Medición de fluorescencia. 
Para los ensayos de la cuantificación de la actividad promotora de los circuitos PluxI–
GFP-pSEVA, PluxI–luxI_GFP-pSEVA, PluxI–luxI_AIA_GFP-pSEVA y PluxI–
luxI_acdS_GFP-pSEVA, las variantes genéticas reporteras de la cepa JMP134 
fueron crecidas en medio mínimo Dorn con fructosa 10 mM como fuente de carbono 
y gentamicina (30 µg/mL) por 24 h. A 170 rpm. Luego las células fueron diluidas 
1:200 (v/v) en medio fresco en presencia o no de 1 µL de 3-oxo-C6-AHL (Sigma 
Aldrich, MO, USA). Placas Microtesttm de 96 pocillos fueron llenadas con 200 µL de 
medio cada pocillo y puestas en el lector de fluorescencia Wallac Victor 2 (Perkin 
Elmer). Las placas fueron incubadas durante 24 h. La densidad óptica (600 nm) y la 
fluorescencia (luz excitadora 470 nm y luz emisora 509 nm)  fue medida cada 1 h. 
Como blanco se usó medio Dorn sin inocular. La actividad promotora fue 
determinada normalizando la señal del reportero por las lecturas de OD600. 
 5.2.12 Ensayo de crecimiento en plantas  
A fin de evaluar las diferencias de crecimiento entre plantas de A. thaliana tratadas 
con y sin las cepas de JMP134 modificadas, se utilizaron semillas de A. thaliana 
Col-0 esterilizadas previamente con 5% v/v hipoclorito de sodio por 7 min y 
posteriormente lavadas 4 veces en agua destilada estéril. Asimismo se utilizó una 
línea transgénica de A. thaliana con la proteína fluorescente KATE fusionada a un 
tag de localización de membrana LTI. Luego, las semillas fueron guardadas a 4ºC 
por 7 días en ausencia de luz para producir estratificación. Las semillas fueron 
sembradas entonces en placas Petri con agar 1% conteniendo una mezcla basal de 
sales Murashige and Skoog (MS) (Phytotech, KS, USA) inoculada con y sin las 
bacterias a una concentración de 1*104 bacterias por mL de medio. 8 semillas 
fueron sembradas en cada placa y 4 placas fueron utilizadas para cada tratamiento: 
Control sin bacteria, JMP134 silvestre, JMP134 PluxI–luxI_acdS_GFP-pSEVA y 
JMP134 PluxI–luxI_ AIA_GFP-pSEVA. Las placas fueron colocadas verticalmente, 
selladas con parafilm, y dispuestas en un diseño completamente al azar. La cámara 
de crecimiento de plantas se estableció con un ciclo de 12 h de luz y 12 h de 
oscuridad y a una temperatura de 22 ± 2ºC. Para determinar las diferencias de 
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crecimiento entre las plantas inoculadas con las cepas JMP134 modificadas y 
silvestre se analizaron 24 plántulas de cada tratamiento. El largo de las raíces y el 
peso fresco (FW) fueron medidos directamente de plantas cosechadas y el número 
de raíces laterales y el área de la roseta determinados una vez finalizados los 
ensayos.  
5.2.13 Ensayo de colonización 
Para determinar el número de bacterias capaces de colonizar las raíces de plantas, 
se realizó un ensayo que permitirá obtener el número de unidades formadoras de 
colonias (UFC) en cada raíz según la cepa que se utilizó. Una vez finalizado los 
ensayos de crecimiento, se seleccionaron 3 plantas por placa y a cada una se les 
determinó el peso fresco (PF). Posterior a esto, se les agrego 1 mL de MS líquido a 
los tubos con las plantas y se dejaron en agitación por 1 min. Se realizaron 
diluciones seriadas a partir de cada solución en buffer fosfato 10x, hasta llegar a una 
dilución final de 1*10-5. 6 µL de cada dilución fueron colocadas como spots en 
placas de agar Dorn con fructosa (10 mM) y gentamicina (60 µM). Se obtuvieron 
spots para 3 plantas por placa, con 2 réplicas por planta. Luego se dejaron 
creciendo las placas por 48 horas a 30°C. Una vez obtenidas las colonias, éstas 
fueron contadas para determinar la cantidad de bacterias (UFC/mg PF), según la 
cepa correspondiente, presentes en  las raíces de las plantas. 
5.2.14 Análisis por microscopía confocal  
Con el fin de determinar la colonización rizosférica por parte de las cepas marcadas 
con GFP, las plantas tratadas con y sin las cepas fueron examinadas por 
microscopia confocal. Las imágenes de microscopía confocal fueron obtenidas 
mediante un microscopio Leica TCS LSI. Las fotografías fueron tomadas con el 
objetivo PLANAPO 5X/0.5 LWD. 
5.2.15 Análisis estadísticos. 
Los datos para los diversos ensayos realizados tanto en bacterias como en plantas 
fueron analizados estadísticamente utilizando análisis de varianza de una vía. 
Cuando los análisis de varianza mostraron diferencias significativas entre los 
tratamientos, se aplicó el test de diferencia significativa de Tukey (P < 0.05) para 
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realizar una comparación entre los tratamientos. Los análisis estadísticos fueron 
realizados utilizando el Sofwtare Minitab (versión 17.1, Hewlett-Packard Company). 
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6. Resultados 
6.1 Diseño in silico de los circuitos sintéticos construidos. 
Con el propósito de construir un circuito genético sintético capaz de expresar 
coordinadamente los genes del sistema QS y de esta forma dirigir la expresión de 
genes claves en la promoción del crecimiento de plantas, se diseñó un circuito base 
Plux_GFP-pSEVA, utilizando las partes estandarizadas de la base de datos 
http://parts.igem.org. Este circuito expresa el regulador LuxR (BBa_R0062) bajo un 
promotor constitutivo TetR (BBa_R0040) y río abajo del gen luxR se ensambló el 
promotor luxI (BBa_R0062), cuya activación controla la expresión de GFP 
(pSEVA637) (Fig. 3A). El circuito construido Plux_GFP-pSEVA fue caracterizado en 
su respuesta a AHL, mediante la cuantificación de fluorescencia (Fig. 6). En base a 
este circuito se construyó un segundo circuito base que tiene la capacidad de 
autoinducción, mediante retroalimentación positiva, ensamblando el gen de la 
homoserina lactona sintasa luxI (BBa_C0061) río abajo del promotor Plux, 
Plux_luxI_GFP-pSEVA (Fig. 3B). De esta manera las bacterias que expresan este 
circuito producen homoserina lactona (3-oxo-C6AHL) y fluorescencia (GFP) en 
función de su densidad poblacional. Finalmente, se diseñó la construcción de dos 
vectores, utilizando el circuito base Plux_luxI_GFP-pSEVA, cada uno con un gen de 
promoción de crecimiento de plantas río abajo del gen luxI. Uno de los vectores se 
diseñó utilizando la secuencia del gen acdS para la 1- aminociclopropano-1-ácido 
carboxilico desaminasa, involucrado en la disminución de los niveles de etileno de la 
planta (Sun y cols., 2009) (Fig. 3C), desde la bacteria promotora de crecimiento P. 
phytofirmans PsJN. El segundo vector se diseñó utilizando los genes iaaM 
(BBa_K515000), para la triptófano 2 monoxigenasa  e iaaH (BBa_K515001), para la 
3-indol acetamida hidrolasa, de la ruta de la indolacetamida para la síntesis de 
auxinas (Idris et al., 2007), presentes como una sola parte Biobrick (K515100) y 
obtenidos de la base de datos http://parts.igem.org (Fig. 3D). El ensamblaje in silico 
se realizó utilizando el programa APE (APE Plasmid Editor). El plásmido utilizado  
fue el pSEVA637, de un tamaño aproximado de 3,7 kb y con resistencia a 
gentamicina (60 µM). 
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Figura 3. Circuitos sintéticos diseñados para obtener la expresión controlada 
por el sistema Quorum Sensing (QS) de genes que permiten la promoción del 
crecimiento en plantas. Los vectores corresponden a: A) Plux_GFP-pSEVA: capaz 
de activar el promotor  Plux en presencia de AHL, B) Plux_luxI_GFP-pSEVA: capaz de 
autoinducir la expresión de luxI y GFP, C) Plux_luxI_acdS_GFP-pSEVA: capaz de 
autoinducir la  expresión de luxI, acdS y GFP, y D) Plux_luxI_AIA_GFP-pSEVA: 
capaz de autoinducir la  expresión de luxI, iaaM, iaaH y GFP 
  
 35 
6.2 Construcción y caracterización de los circuitos sintéticos en C. pinatubonensis 
JMP134. 
Inicialmente y con el objetivo de obtener las partes Biobricks correspondientes, 
estas fueron resuspendidas y transformadas en E. coli. Las partes Biobricks vienen 
integradas en vectores estandarizados desde IGEM 
(http://parts.igem.org/Main_Page), por lo cual pueden ser fácilmente purificadas a 
partir de aquellas colonias que hayan integrado el vector con la resistencia al 
antibiótico correspondiente. Una vez purificados los plásmidos con las partes 
seleccionadas utilizando el kit GeneJET plasmid miniprep (Thermo Scientific), se 
realizó un PCR para amplificar las secuencias tanto de las partes Biobricks como del 
vector en el que se integraron (pSEVA), con partidores que poseen regiones 
complementarias, de tal forma que las secuencias pudiesen ser unidas entre sí. Las 
secuencias amplificadas fueron corridas en geles de agarosa al 1% (p/v) para su 
identificación (Fig. 4) Las bandas visualizadas fueron luego extraídas para su 
purificación, con el propósito de ensamblar los vectores recombinantes a partir de 
los fragmentos purificados. Posterior a esto, se llevó a cabo el ensamblaje de 
Gibson con los productos de PCR purificados. Finalmente se electroporaron células 
de JMP134 con los vectores obtenidos y se seleccionaron las colonias resistentes al 
antibiótico correspondiente (gentamicina (60 µM)) (Fig. 5).  
6.2.1 Caracterización de la expresión de los circuitos construidos en la cepa 
JMP134. 
Para una correcta evaluación del efecto en las plantas de las cepas JMP134 
promotoras de crecimiento sintéticas, fue necesario caracterizar el funcionamiento 
de los circuitos basales Plux_GFP-pSEVA y Plux_luxI-GFP-pSEVA, para predecir 
cómo sería la expresión de los circuitos en la población. La evaluación de la 
fluorescencia de los circuitos se realizó mediante un lector de microplacas de 
fluorescencia. Las variantes genéticas de la cepa JMP134 con las construcciones 
Plux_GFP-pSEVA y Plux_luxI-GFP-pSEVA se crecieron en presencia o no de 1 y 10 
mM de 3-oxo-C6-AHL, durante 24 h, en medio Dorn con fructosa 10 mM como 
fuente de carbono. Las curvas muestran una actividad promotora del circuito 
Plux_GFP-pSEVA, medida en base a los niveles de fluorescencia, sólo en presencia 
de 1 o 10 µL 3-oxo-C6-AHL. No se observó actividad promotora del Plux_GFP-
pSEVA en ausencia de 3-oxo-C6-AHL,  
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Figura 4. Fragmentos de DNA corridos en gel de agarosa 1 %, 
correspondientes a las distintas secuencias amplificadas. En la imagen A) se 
observan las bandas correspondientes a: 1) pSEVA FW + pTET RV (3671 pb) 2) 
AIA FW + AIA RV (3104 pb) y 3) pTet FW + LuxI RV (1746 pb). En la imagen B) se 
observan las bandas correspondientes a: 2) AIA FW + AIA RV (3104 pb) y 4) acdS 
FW + acdS RV (1123 pb).  
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Figura 5. Esquema resuemn que indica las etapas para llevar a cabo en la 
construcción de los vectores y la obtención de bacterias recombinantes.  
 
indicando que no hubo una autoinducción por algún metabolito intrínseco de la cepa 
silvestre JMP134. La activación del circuito Plux_luxI-GFP-pSEVA reveló una 
autoinducción, mostrando un aumento de los niveles de fluorescencia a las 10 h, 
aproximadamente. Esta curva de autoinducción, desde ese punto, se asemejó a las 
curvas del circuito Plux_GFP-pSEVA en presencia de  3-oxo-C6-AHL, indicando una 
activación predecible en la población, cuyo aumento de la actividad promotora, 
mediante el reportero GFP, se incrementa en función de la densidad poblacional 
(Fig. 6). 
Con el fin de comprobar que el ensamblaje de los genes de promoción de 
crecimiento en el circuito  Plux_luxI_GFP-pSEVA no ocasionó efectos negativos o 
impredecibles en la activación del circuito, se realizó un análisis de fluorescencia en 
las cepas Plux_luxI_AIA_GFP-pSEVA y Plux_luxI_acdS_GFP-pSEVA. Los niveles de 
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fluorescencia, arbitrarios, observados fueron similares a los del circuito Plux_luxI-
GFP-pSEVA, indicando que la expresión de LuxI y los genes para la síntesis de AIA  
(iaaM e iaaH) y acdS, no afectaron la actividad por retroalimentación del promotor 
Plux (Fig. 7). 
6.2.2 Caracterización fisiológica de las cepas sintéticas promotoras de crecimiento.  
Con el propósito de evaluar el efecto de la expresión de los genes introducidos en la 
cepa JMP134 sobre su crecimiento, se realizaron curvas de crecimiento en las 
distintas variantes genéticas de esta cepa, en medio mínimo de sales Dorn 
suplementado con fructosa 10 mM. Luego de 48 h se pudo determinar que las 
cepas transformadas con los vectores para la expresión de acdS (PluxI–
luxI_acdS_GFP-pSEVA) y los genes relacionados con la síntesis de ácido indol 
acético, iaaM e iaaH (PluxI–luxI_AIA_GFP-pSEVA), mostraron un menor nivel de 
crecimiento en comparación con la cepa silvestre, lo que se pudo determinar 
significativamente a partir de las 20 h (Fig. 8). 
 Los genes relacionados a la síntesis de ácido indol acético presentes en la cepa 
PluxI–luxI_AIA_GFP-pSEVA permitieron la producción de AIA por parte de la 
bacteria, si ésta se encuentra en un medio con los precursores necesarios para que 
ello ocurra. A fin de probar la efectividad de los genes expresados en JMP134, se 
realizaron ensayos para la síntesis de AIA con dos sustratos esenciales para la 
síntesis de esta hormona, triptófano e indolacetamida, siendo este último sintetizado 
a partir de triptófano. 
En el ensayo con triptófano como precursor (Fig. 9), los niveles alcanzados por la 
cepa transformada fueron mayores que los de la cepa JMP134 silvestre, pero no 
alcanzaron los niveles observados con la cepa PsJN, la cual fue utilizada como 
control positivo por poseer en uno de sus cromosomas los genes necesarios para la 
síntesis de AIA. Asimismo, se determinó un mayor nivel de AIA producido por la 
cepa PluxI–luxI_AIA_GFP-pSEVA entre las 1 y 2 h.  
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Figura 6. Curva de actividad promotora de los circuitos Plux_GFP-pSEVA y 
Plux_luxI-GFP-pSEVA, medida en base a la fluorescencia emitida por el gen 
reportero gfp.  Las cepas de JMP134 con el  circuito Plux_GFP-pSEVA, fueron 
inducidas con 1 o 10 µL de 3-oxo-C6 AHL. Además se muestra la autoinducción del 
circuito Plux_luxI-GFP-pSEVA sin AHL añadida. Los niveles de fluorescencia fueron 
medidos en unidades arbitrarias de fluorescencia (a.u), normalizadas por la OD600.  
El error estándar en todas las muestras fue menor a 0,05.  
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Figura 7. Curva de actividad promotora de los circuitos Plux_luxI-acdS-GFP-
pSEVA y Plux_luxI-AIA-GFP-pSEVA, medida en base a la fluorescencia emitida 
por el gen reportero gfp.  Los niveles de fluorescencia fueron medidos en 
unidades arbitrarias de fluorescencia (a.u.). Las barras de error indican la desviación 
estándar, normalizadas por la OD600. El error estándar en todas las muestras fue 
menor a 0.05.  
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Figura 8. Curva de crecimiento de las cepas con los circuitos Plux_luxI-acdS-
GFP-pSEVA (acdS) y Plux_luxI-AIA-GFP-pSEVA (AIA) en comparación a la 
cepa silvestre (JMP134). 
Las curvas de crecimiento se realizaron en presencia de fructosa 10mM. Las 
mediciones fueron realizadas cada 5 h,  a una longitud de onda de 600 nm. Las 
barras de error indican la desviación estándar. Los asteriscos indican una diferencia 
significativa (p>0.05) entre las cepas.  
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Figura 9. Determinación de los niveles de ácido indol acético (AIA) producidos 
a partir de triptófano, por parte de las distintas cepas. Las mediciones fueron 
hechas en la cepa PluxI–luxI_AIA_GFP-pSEVA (AIA), la cepa silvestre (JMP134) y la 
cepa silvestre P. phytofirmas (PsJN).  La cepa P. phytofirmans PsJN fue utilizada 
como control positivo de la producción de AIA. Se cuantificaron los niveles de AIA a 
0, 1, 2 y 3 h, luego de añadido el precursor.  
 
 
Por otra parte, los resultados obtenidos en el ensayo de motilidad permiteron 
determinar que las cepas PluxI–luxI_acdS_GFP-pSEVA y PluxI–luxI_AIA_GFP-pSEVA 
presentaron diámetros de halos mucho menores a los obtenidos en la cepa JMP134 
silvestre. Por otro lado, la cepa con el circuito A PluxI–luxI_GFP-pSEVA tambien 
presentó un menor halo que JMP134 silvestre, pero mayor a las otras cepas (Fig. 
10). 
Una vez finalizado el ensayo de biopelícula, se pudo determinar que PluxI–luxI_GFP-
pSEVA presentó niveles de biopelícula significativamente mayores con respecto a 
las otras cepas en fuentes de carbono como fructosa, manitol y sacarosa. La cepa 
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JMP134 silvestre presentó niveles mayores a los de las cepas PluxI–luxI_AIA_GFP-
pSEVA y PluxI–luxI_acdS_GFP-pSEVA en manitol, exudados y sacarosa, siendo en 
exudados la única fuente de carbono donde presentó un mayor nivel de biopelícula 
con respecto a PluxI–luxI_GFP-pSEVA. Por otra parte las cepas PluxI–luxI_AIA_GFP-
pSEVA y PluxI–luxI_acdS_GFP-pSEVA produjeron bajos niveles de biopelícula tanto 
en fructosa, manitol y sacarosa; solo en exudados presentaron un leve aumento en 
el nivel de biopelícula alcanzado (Fig. 11). 
 
 
 
Figura 10. Ensayo de motilidad por swimming.  Las cepas utilizadas 
corresponden a: LuxI_GFP, PluxI–luxI_GFP-pSEVA; AIA, PluxI–luxI_AIA_GFP-
pSEVA; acdS, PluxI–luxI_acdS_GFP-pSEVA y JMP134 silvestre. El halo de 
motilidad, corresponde al diámetro del halo, en centímetro y se midió en placas de 
medio mínimo con 0.25% de agar. Las barras de error indican las desviaciones 
estándar. Las letras indican diferencias significativas (p>0,05) entre los halos.   
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Figura 11. Ensayo de biopelículas.  Se utilizaron 4 fuentes de carbono distintas 
para determinar los niveles de formación de biopelícula. Las cepas utilizadas fueron 
las siguientes: LuxI_GFP, PluxI–luxI_GFP-pSEVA; AIA, PluxI–luxI_AIA_GFP-pSEVA; 
acdS, PluxI–luxI_acdS_GFP-pSEVA y JMP134 silvestre. La densidad óptica utilizada 
para medir  los niveles de biopelícula fue de 570 nm. Las barras de error indican las 
desviaciones estándar. Las letras indican diferencias significativas (p>0,05) entre los 
niveles de biopelícula producidos por cada cepa.  
 
 
6.3 Evaluación de la expresión de los genes de los circuitos sintéticos en plantas 
inoculadas, mediante la medición de los parámetros de crecimiento de A. thaliana. 
Los microorganismos presentes en la rizósfera pueden establecer diferentes tipos 
de relaciones simbióticas con las plantas (Bulgarelli et al., 2013). Mediantes diversos 
mecanismos, que pueden ser directos o indirectos, algunos de estos  
microorganismos son capaces de promover el crecimiento de plantas (Couillerot et 
al., 2009; Richardson et al., 2009). 
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En este estudio, se analizó la capacidad de las variantes genéticas de la cepa 
JMP134 con los circuitos luxI_AIA_GFP-pSEVA y PluxI–luxI_acdS_GFP-pSEVA en la 
promoción de crecimiento en plantas para promover el crecimiento de A. thaliana 
Col-0 en condiciones in vitro. La influencia de las cepas utilizadas sobre el 
crecimiento de A. thaliana Col-0, se vio reflejado al analizar los parámetros de 
crecimiento de las plantas inoculadas con las distintas cepas, en comparación a la 
planta control sin inoculo (Fig.12). La cepa JMP134 silvestre, no arrojó diferencias 
significativas con respecto al control, en ninguno de los parámetros de crecimiento 
analizados en las plantas inoculadas. Lo mismo se pudo observar en las plantas 
inoculadas con la cepa PluxI–luxI_acdS_GFP-pSEVA (expresora de la ACC 
desaminasa). Por otra parte, las plantas inoculadas con la cepa PluxI–luxI_AIA_GFP-
pSEVA demostraron un incremento en el número de raíces laterales, así como en el 
área de la roseta, aunque sin presentar una diferencia significativa con respecto al 
control. Sin embargo, cuando las cepas PluxI–luxI_AIA_GFP-pSEVA y PluxI–
luxI_acdS_GFP-pSEVA fueron co-inoculadas en el medio MS, el número de raíces 
laterales y el largo de la raíz primaria aumentaron significativamente en las plantas 
analizadas. Asimismo, al estar presentes ambas cepas en la raíz, el peso fresco 
obtenido aumentó considerablemente (Fig. 12). 
Luego de evaluados los distintos parámetros de crecimiento de las plantas 
inoculadas, se procedió a determinar la cantidad de bacterias de cada cepa 
colonizando las raíces (Fig. 13). Los resultados obtenidos permitieron concluir que la 
cepa JMP134 silvestre tuvo la mayor presencia de bacterias en la raíz, luego de 21 
d de crecimiento de cada planta. Por otra parte, las cepas PluxI–luxI_acdS_GFP-
pSEVA presentó la menor cantidad de bacterias colonizando, al igual que PluxI–
luxI_GFP-pSEVA, utilizada como control de GFP. La cepa PluxI–luxI_AIA_GFP-
pSEVA no presentó diferencias significativas con respecto a la cepa JMP134 
silvestre, y lo mismo sucedió para la condición con las cepas co-inoculadas.  
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Figura 12. Medición de los parámetros de crecimiento de Arabidopsis thaliana 
Col-0 luego de 21 días de crecimiento post inoculación con las diversas cepas. 
A) Área de roseta; B) Número de raíces laterales; C) Peso fresco y D) Largo de raíz 
primaria. Las cepas corresponden a: AIA, PluxI–luxI_AIA_GFP-pSEVA; acdS, PluxI–
luxI_acdS_GFP-pSEVA y JMP134 silvestre. Las barras de error indican las 
desviaciones estándar. El control corresponde a la planta sin inocular. Las letras 
indican diferencias significativas (p>0,05) entre los parámetros de crecimiento 
determinados.  
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Figura 13. Determinación de las unidades formadoras de colonias (UFC) de 
cada cepa presente en las raíces de Arabidopsis thaliana Col-0. Las cepas 
utilizadas corresponden a: LuxI_GFP, PluxI–luxI_GFP-pSEVA; AIA, PluxI–
luxI_AIA_GFP-pSEVA; acdS, PluxI–luxI_acdS_GFP-pSEVA y JMP134 silvestre. Las 
barras de error representan la desviación estándar. Las letras indican diferencias 
significativas (p>0,05) entre las cepas utilizadas.  
 
 
 
Finalmente se realizó un análisis de colonización por microscopía confocal en las 
plantas inoculadas con las distintas variantes genéticas de la cepa JMP134 (Fig. 14) 
Las imágenes obtenidas son el resultado de una superposición de 2 canales 
distintos del microscopio, capaces de excitar tanto la proteína fluorescente roja 
(RFP), expresada en la planta transgénica, así como la proteína fluorescente verde 
(GFP), expresada en las bacterias modificadas. En la imagen A, se ve una gran 
cantidad de células de la cepa PluxI–luxI_AIA_GFP-pSEVA colonizando 
rizosféricamente la raíz de una A. thaliana transgénica, a lo largo del meristema 
apical. En la imagen B, se puede observar como sólo unas pocas colonias de la 
cepa PluxI–luxI_acdS_GFP-pSEVA lograron colonizar la raíz de la planta,   
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Figura 14. Microfotografías de microscopía confocal de las raíces de distintas 
plantas de A. thaliana líneas transgénicas KATE:LTI expresando RFP en las 
membranas de las células, inoculadas con  las distintas variantes genéticas de 
la cepa JMP134. A) PluxI–luxI_AIA_GFP-pSEVA, B) PluxI–luxI_acdS_GFP-pSEVA, 
C) PluxI–luxI_AIA_GFP-pSEVA + PluxI–luxI_acdS_GFP-pSEVA y D) control con 
JMP134 silvestre.  
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alcanzando una cantidad mucho menor a la cepa PluxI–luxI_AIA_GFP-pSEVA. Por 
otro lado, en la imagen C se puede apreciar una gran cantidad de bacterias 
correspondientes a las cepas PluxI–luxI_AIA_GFP-pSEVA y PluxI–luxI_acdS_GFP-
pSEVA colonizando rizosféricamente la raíz, a lo largo de ella y hasta el meristema 
apical. En la imagen D se ve una raíz de A. thaliana transgénica inoculadas con la 
cepa JMP134 silvestre, la cual fue utilizada como control, al no emitir auto-
fluorescencia. 
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7. Discusión 
C. pinatubonensis JMP134 es una bacteria Gram negativo con capacidades 
degradadoras de compuestos cloro-aromáticos (Pérez-Pantoja et al., 2008). 
Asimismo, esta bacteria es capaz de colonizar rizosféricamente las raíces de un 
determinado número de plantas (Ledger et al., 2012). Hasta la fecha, no se han 
evidenciado capacidades de promoción de crecimiento en plantas por parte de esta 
bacteria (Ledger et al., 2012). En este estudio, se seleccionaron y expresaron genes 
presentes en otras especies bacterianas relacionados con la promoción de 
crecimiento en plantas, en la cepa JMP134. La regulación de la expresión de los 
circuitos PluxI–luxI_AIA_GFP-pSEVA y PluxI–luxI_acdS_GFP-pSEVA mediante un 
sistema de señalización QS por AHL, sistema que no se encuentra presente en la 
cepa nativa JMP134 (Lykidis et al., 2010), permitió una autoinducción de la 
expresión de cada circuito, determinado por la densidad de la población. Es por esto 
que interesó evaluar diversos parámetros fisiológicos de las variantes genéticas de 
la cepa JMP134 expresando estos circuitos. Como se observa en la figura 8, tanto 
las variantes genéticas PluxI–luxI_AIA_GFP-pSEVA como PluxI–luxI_acdS_GFP-
pSEVA mostraron menores niveles de crecimiento con respecto a la cepa silvestre 
de JMP134. Esto se puede explicar debido a la carga metabólica que representa la 
expresión de los genes introducidos en la cepa JMP134, tales como luxI, luxR, 
acdS, iaaM;iaaH y GFP, presentes en el vector pSEVA. La carga metabólica puede 
ser definida como la porción de recursos de una célula que es requerida para 
mantener y expresar DNA introducido, ya sea en forma de RNA o proteína (Glick, 
1995). La biosíntesis de proteínas foráneas significa un mayor gasto energético para 
la célula, lo cual puede inducir variaciones en los niveles de crecimiento y otros 
procesos celulares. Uno de los mayores problemas en la introducción de circuitos 
artificiales en bacterias es la carga metabólica, la cual muchas veces no es 
considerada (Wu et al., 2016). Dentro de los factores que pueden generar una alta 
carga están el número de copias del plásmido a utilizar (Bentley et al., 1990; 
Paulsson & Ehrenberg, 2001), el medio de crecimiento (Glick et al., 1999) y la 
toxicidad de los genes expresados para la célula hospedera (Zhang et al., 2016), 
entre otras cosas. Asimismo, la fuerza del sitio de unión al ribosoma (RBS) en cierto 
circuitos, puede reducir la disponibilidad de la maquinaria celular para otros 
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procesos como la división celular (Ceroni et al., 2015). Hong et. al., 1991 demostró 
que al introducir un plásmido con genes de resistencia en Pseudomonas putida 
GR12-2, esta disminuyó, entre otras cosas, su capacidad de promoción de 
crecimiento. Debido a que éste es un sistema de retroalimentación positiva, donde 
los genes río abajo del promotor Plux aumentan su expresión a medida que se 
acumula más AHL en el tiempo, habrá mayor presencia de las proteínas expresadas 
desde los plásmidos a medida que aumente el número de células, lo que puede 
significar una mayor carga metabólica para la bacteria. En relación a lo anterior, las 
cepas transformadas demostraron una menor velocidad de crecimiento, lo que  se 
observa a partir de las 10 h, durante el inicio de la fase exponencial (Fig. 8).  
Asimismo, con el fin de determinar los niveles de AIA producidos por la cepa PluxI–
luxI_AIA_GFP-pSEVA, se realizó un ensayo in vitro con triptófano como precursor 
para evaluar la síntesis de esta hormona. El AIA puede ser sintetizado tanto en 
plantas como algunas PGPR a partir de las vías independientes o dependientes de 
triptófano (Tivendale et al., 2014). En una de las vías de síntesis de AIA dependiente 
de triptófano, el intermediario que se forma a partir de triptófano por la acción de la 
triptófano monooxigenasa (iaaM) es la indol 3-acetamida. Este intermediario es 
luego hidrolizado a AIA por la acción de la indol acetamida hidrolasa (iaaH) (Comai 
& Kosuge, 1982). La cepa JMP134 es una bacteria que carece de esta vía en 
particular, ya que no se ha descrito capacidad para sintetizar AIA a partir de 
triptófano por parte de esta bacteria (datos no publicados). En el ensayo realizado, 
se determinaron los niveles de AIA obtenidos a partir de triptófano, y se demostró 
que al utilizar este aminoácido como precursor, los niveles de AIA alcanzados 
fueron superiores en la cepa PluxI–luxI_AIA_GFP-pSEVA en comparación a la cepa 
JMP134 silvestre (Fig. 9). Asimismo, se utilizó a P. phytofirmans PsJN como control 
positivo, ya que esta bacteria posee los genes descritos para la síntesis de AIA a 
partir de triptófano (Weilharter et al., 2011), permitiendo tomar esta especie como 
ejemplo para evaluar la efectividad de los genes expresados en PluxI–luxI_AIA_GFP-
pSEVA. 
Por otro lado, y con el fin de evaluar un importante aspecto de la fisiología 
bacteriana, se realizó un ensayo para analizar la motilidad de las cepas 
transformadas. La motilidad en bacterias, entre otras formas, está definida por la 
capacidad de swimming, donde las bacterias son capaces de moverse a través de 
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superficies líquidas o semi sólidas utilizando para ello su flagelo (Henrichsen, 1972; 
Harshey, 2003), o su capacidad de swarming, un tipo de comportamiento social de 
motilidad donde éstas se mueven a través de superficies semi-sólidas o sólidas 
utilizando para ello su flagelo, pili y por medio de la producción de biosurfactantes 
que permiten reducir la tensión superficial del medio (Henrichsen, 1972; Keams, 
2010; Kinsinger et al., 2003). Por otra parte, en el swarming se evalúa el paso de las 
bacterias a través del agar (0,4-1,2% agar), mientras que en el swimming se 
determina el paso de las bacterias a través de los canales de agua que se forman 
en el agar (0,2-0,4% agar) (Daniels et al., 2004). En bacterias tales como Vibrio 
harveyii, se ha comprobado que el QS es esencial para el swimming, ya que regula 
la motilidad por medio del flagelo (Yang & Defoirdt, 2015). Asimismo, Quiñones et 
al., 2005 demostraron que mutantes de P. syringae deficientes en la producción de 
AHLs, aumentaban considerablemente su capacidad de swimming. En este ensayo 
se evaluó la motilidad por swimming de las cepas transformadas, para determinar el 
efecto de la expresión de los genes de QS y de promoción de crecimiento sobre 
esta habilidad. Por ello y con la intención de determinar la capacidad de swimming 
de las cepas se evaluaron los halos de motilidad producidos en las placas de agar. 
Los resultados obtenidos (Fig. 10) dan cuenta de halos de menor diámetro en las 
cepas PluxI–luxI_AIA_GFP-pSEVA  y PluxI–luxI_acdS_GFP-pSEVA en comparación a 
la cepa JMP134 silvestre, y levemente menor para la cepa PluxI–luxI_GFP-pSEVA, lo 
cual demuestra que la motilidad de las cepas transformadas es significativamente 
menor a la cepa silvestre. Esto puede ser consecuencia de una menor expresión de 
los genes involucrados en este mecanismo por parte de las cepas PluxI–
luxI_AIA_GFP-pSEVA  y PluxI–luxI_acdS_GFP-pSEVA, debido al gasto energético y 
metabólico que le significa a las bacterias la expresión de los genes introducidos y 
presentes en el vector. Asimismo, los genes de QS luxI y luxR introducidos y 
expresados en la cepas no estarían regulando positivamente los mecanismos por 
los cuales la bacteria aumenta su motilidad. Como se mencionó previamente la cepa 
JMP134 no posee genes de QS descritos, por lo cual es probable que a diferencia 
de otras bacterias su motilidad no se vea regulada por sistemas de QS. Sin 
embargo, existe la posibilidad de que posea los reguladores de tipo LuxR 
independientes, que pueden sensar la homoserina lactona exógena y con ello 
modificar ciertos caracteres fenotípicos como la motilidad, tal y como se ha visto en 
P. aeruginosa, la cual posee 2 sistemas de QS, Las y Rhl, los cuales se encuentran 
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íntimamente conectados y regulan una serie de procesos celulares y factores de 
virulencia claves en esta bacteria (Smith & Iglewski, 2003; Venturi, 2006). Además 
de estos 2 sistemas, P. aeruginosa posee un tercer regulador independiente de una 
AHL sintasa, conocido como QscR, el cual regula otros procesos celulares en 
respuesta a las AHls generadas por LasI (Chugani & Greenberg, 2014) y se ha 
transformado en un modelo para entender cómo funcionan los reguladores de tipo 
luxR independientes en otras bacterias (Venturi & Ahmer, 2015). 
El QS ha sido ampliamente estudiado en bacterias gram negativas, ya que posee 
una gran relevancia sobre las actividades microbianas de estos microorganismos. 
Inicialmente descrito en V. fischeri, este sistema de comunicación célula-célula 
regula una serie de procesos, tales como la bioluminiscencia, síntesis de factores de 
virulencia, síntesis de compuestos antimicrobianos, producción de expolisacáridos, 
motilidad y formación de biopelículas, entre otros (Boyer & Wisniewski-Dye, 2009; 
Fuqua & Greenberg, 2002; Peréz-Montaño et al., 2013). Las biopelículas son 
comunidades estructuradas espacialmente de bacterias, cuya función depende de 
una compleja red de interacciones simbióticas (Davey & O´Toole, 2000; 
Kolenbrander et al., 2002).  Esta matriz extracelular, compuesta por conglomerados 
de bacterias y exopolisacáridos sintetizados por las mismas, ejerce un rol protector 
para las bacterias ante compuestos antimicrobianos (Costerton et al., 2003; Watnick 
& Kolter, 2000) y estímulos ambientales que puedan afectar su crecimiento y/o 
funciones (Van Houdt et al., 2004). Asimismo, se ha visto que el QS participa 
directamente sobre la producción de biopelículas en un buen número de bacterias 
(Parsek & Greenberg, 2005) como se demostró en una cepa nativa de 
Pseudomonas putida (Steidle et al., 2002). Cabe mencionar que la cepa JMP134 es 
una bacteria que no posee mecanismos de QS descritos en su genoma (Lykidis et 
al., 2010), y tampoco se conocen genes que se encuentren relacionados a la 
formación de biopelículas, ni en qué condiciones se expresan. En este estudio se 
utilizaron 4 fuentes de carbono para evaluar los niveles de biopelícula producidos 
por las 3 cepas transformadas (PluxI–luxI_GFP-pSEVA, PluxI–luxI_AIA_GFP-pSEVA y 
PluxI–luxI_acdS_GFP-pSEVA) con respecto a la cepa JMP134 silvestre, y luego de 
48 h de crecimiento (Fig. 11). Al utilizar fructosa como fuente de carbono, PluxI–
luxI_GFP-pSEVA fue la cepa que mayor cantidad de biopelícula formo, con una 
diferencia significativamente mayor a las demás cepas. Lo mismo sucedió al utilizar 
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manitol o sacarosa como fuente de carbono, donde la cepa PluxI–luxI_GFP-pSEVA 
alcanzó niveles bastante mayores a los de PluxI–luxI_AIA_GFP-pSEVA o PluxI–
luxI_acdS_GFP-pSEVA, y sólo JMP134 presentó un leve aumento en la cantidad de 
biopelícula formada. En un estudio, Salaün et al. 2012 demostró que al suplementar 
el medio de crecimiento de la bacteria marina Zobellia galactanivorans con manitol, 
ésta aumentaba sus niveles de biopelícula considerablemente. Asimismo, 
compuestos como la sacarosa y otros azúcares han sido involucrados en la 
expresión de genes relacionados a la formación de biopelícula y síntesis de 
exopolisacáridos, tal como se ha visto en Lactobacillus reuteri (Bai et al., 2015). Esto 
demuestra que ciertas fuentes de carbono pueden favorecer la formación de 
biopelícula por sobre otras, tal como se pudo observar en la cepa PluxI–luxI_GFP-
pSEVA, la cual solo presenta aquellos genes relacionados a QS en su plásmido. El 
hecho de que tanto PluxI–luxI_AIA_GFP-pSEVA  como PluxI–luxI_acdS_GFP-pSEVA 
hayan demostrado baja formación de biopelícula en estas fuentes de carbono se 
puede explicar debido a su alta carga metabólica, la cual podría estar inhibiendo su 
producción o acumulación. No obstante, al utilizar exudados de raíz como fuente de 
carbono, fue la cepa JMP134 la que alcanzó los mayores niveles de biopelícula, por 
sobre la cepa PluxI–luxI_GFP-pSEVA. A nivel de raíz, los exudados secretados por la 
raíz ayudan en la colonización de las bacterias del suelo (Lugtenberg et al., 1999) y 
favorecen la formación de biopelícula (Walker et al., 2004). Por ende, lo anterior 
tiene sentido si además se considera que los exudados se componen de una amplia 
variedad de azúcares, aminoácidos y otros nutrientes que asemejan el ambiente 
natural donde se hospeda esta bacteria, aunque se desconozca cuáles son los 
compuestos orgánicos en particular que determinan la formación de biopelícula 
(Rudrappa et al., 2008). En este caso, los exudados estarían favoreciendo una 
mayor formación de biopelícula en la cepa JMP134 silvestre, en comparación a la 
cepa PluxI–luxI_GFP-pSEVA, mediante moléculas aún no definidas para este tipo de 
interacciones. 
La evaluación de los distintos parámetros de crecimiento de A. thaliana inoculada 
con las cepas transformadas (Fig. 12), permitió sacar algunas conclusiones con 
respecto a la efectividad y potencial actividad promotora de los genes introducidos 
en la cepa JMP134. En el caso de la cepa JMP134 silvestre se observó que ésta no 
presentó diferencias significativas con respecto al control, lo que se esperaba de 
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esta bacteria, ya que no posee genes o mecanismos relacionados a la promoción 
del crecimiento descritos (Ledger et al, 2012). Asimismo, la cepa PluxI–
luxI_acdS_GFP-pSEVA no presentó capacidades visibles para promover el 
crecimiento de las plantas inoculadas. En los parámetros analizados de plantas 
inoculadas con esta cepa, no se observaron diferencias con respecto al control, lo 
cual puede tener relación con la efectividad de la enzima expresada en esta variante 
para promover el crecimiento de la raíz y/o planta. La ACC desaminasa, codificada 
por el gen acdS, es una enzima presente en una gran cantidad de PGPR, la cual es 
capaz de reducir los niveles de etileno degradando el precursor de esta hormona, el 
ACC, en α-cetobutirato y amoniaco (Honma and Shimomura, 1978; Glick, 2014). El 
etileno es producido en la planta en respuesta a distintos tipos de estrés, tales como 
sequía, salinidad, temperaturas extremas e infección por patógenos (Saleem et al., 
2007), lo cual inhibe el crecimiento del tallo y las raíces y afecta a la planta en otros 
aspectos fisiológicos (Naveed et al., 2008; Broekgaarden et al., 2015). Asumiendo 
una correcta captación y degradación del ACC por parte de la cepa PluxI–
luxI_acdS_GFP-pSEVA, ésta pudo no ser tan efectiva para promover el crecimiento 
al no haber suficiente concentración de este precursor como para inhibir el 
crecimiento de las raíces o estresar a la planta. Asimismo, la cepa PluxI–
luxI_acdS_GFP-pSEVA demostró una baja capacidad para colonizar 
rizosféricamente a las plantas utilizadas, lo que implica una menor presencia de 
estas bacterias en la raíz y por consiguiente una menor reducción en los niveles de 
ACC secretados por la planta.  
Por otro lado, la cepa PluxI–luxI_AIA_GFP-pSEVA, que sintetiza ácido indol acético, 
favoreció el crecimiento de las plantas inoculadas en algunos de los parámetros, 
tales como número de raíces laterales y área de la roseta, aunque no 
significativamente. El AIA es la auxina de mayor abundancia en las plantas (Gray et 
al., 2001). Este tipo de auxina regula procesos como la diferenciación y elongación 
celular, la dominancia apical, floración y control de la abscisión (Cheng et al., 2007). 
Además se encuentra involucrada en la inducción y formación de tallos y raíces 
laterales, órganos florales y frutos, y en el foto y gravitropismo (Ludwig-Müller J, 
2015). Distintas especies de bacterias poseen la capacidad de sintetizar esta 
fitohormona, provocando tanto efectos benéficos como negativos sobre las plantas 
(Spaepen et al., 2007). Asimismo, el efecto del AIA sobre el desarrollo de la planta 
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está condicionado principalmente por el gradiente de concentración de esta 
hormona, el cual a su vez se ve afectado por procesos tales como la biosíntesis de 
AIA, la conjugación, la degradación y el transporte polar e intercelular de esta auxina 
(Woodward & Bartel, 2005; Vanneste & Friml, 2009). Por lo visto, el AIA exudado 
por la planta no estaría contribuyendo a ayudar en la colonización de las cepas 
utilizadas. Por otra parte, el efecto promotor de las cepas se vio aumentado en 
aquellas plantas inoculadas con ambas (PluxI–luxI_AIA_GFP-pSEVA  y PluxI–
luxI_acdS_GFP-pSEVA), donde el número de raíces laterales y largo de la raíz 
primaria alcanzaron niveles significativamente mayores que la plantas control. Esto 
último tiene sentido al analizar la cantidad de bacterias de la cepa PluxI–
luxI_AIA_GFP-pSEVA  colonizando las raíces de plantas, tanto sola como en 
conjunto con la cepa PluxI–luxI_acdS_GFP-pSEVA, donde esta última podría estar 
potenciando la actividad promotora de la cepa PluxI–luxI_AIA_GFP-pSEVA. 
Interesantemente, se ha evidenciado que las vías de señalización tanto de etileno 
como auxina se encuentran estrechamente relacionadas (Ruzicka et al., 2007; 
Kazan 2013) y se ven afectadas por la producción de ambas fitohormonas por parte 
de ciertas PGPR, como es el caso de P. phytofirmans PsJN (Poupin et al., 2016).  
En el ensayo de colonización (Fig. 13) se determinó también que la cepa JMP134 
silvestre posee el mayor número de bacterias colonizando las raíces, junto con la 
cepa PluxI–luxI_AIA_GFP-pSEVA.  La cepa PluxI–luxI_acdS_GFP-pSEVA, por otra 
parte, demostró un muy bajo número de bacterias colonizando las raíces, lo cual se 
comprobó en las imágenes por microscopía confocal (Fig. 14B). Esto puede 
significar que los genes expresados en las cepas recombinantes, tales como acdS y 
los genes de QS, luxI y luxR, no estarían cumpliendo un rol determinante en la 
capacidad de la cepa JMP134 para colonizar las raíces. Más bien, esta habilidad 
estaría potenciada por la capacidad para utilizar triptófano por parte de la cepa PluxI–
luxI_AIA_GFP-pSEVA, la cual estaría sintetizando activamente AIA a partir del 
triptófano secretado por las raíces de la planta. Cabe mencionar que el QS es un 
mecanismo fundamental en una gran variedad de PGPRs para una colonización 
efectiva de la raíz, tal y como se demostró en unas mutantes de P. phytofirmans 
PsJN para este sistema de comunicación (Zuñiga et al. 2013). Además, la cepa 
JMP134 no es capaz de colonizar endófitamente las raíces (Ledger et al, 2012), lo 
cual podría tener relación con una menor capacidad para promover el crecimiento a 
nivel de la raíz.  
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En relación a los resultados obtenidos en esta tesis, se pudo determinar que los 
circuitos sintéticos insertados en C. pinatubonensis JMP134, afectan el metabolismo 
y funciones de la bacteria, producto de la carga metabólica y gasto energético que le 
significa la expresión de los genes presentes en los vectores. Sin embargo, se pudo 
observar que la cepa PluxI–luxI_AIA_GFP-pSEVA, capaz de sintetizar AIA, demostró 
una leve capacidad para promover el crecimiento de algunos parámetros en A. 
thaliana, lo que no se observó por parte de  la cepa PluxI–luxI_acdS_GFP-pSEVA. 
Una mejor regulación en la expresión de los genes insertados en la cepa JMP134, 
y/o un circuito con menor cantidad de genes, podría mejorar la capacidad promotora 
de las cepas, así como afectar en menor medida el metabolismo de la bacteria. 
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8. Conclusiones 
 
Las cepas PluxI–luxI_AIA_GFP-pSEVA y PluxI–luxI_acdS_GFP-pSEVA ven afectados 
varios de sus parámetros fisiológicos, en comparación a JMP134 silvestre, lo cual 
puede ser explicado por la elevada expresión de genes foráneos en estas cepas, y 
la posible carga metabólica que representan para esta bacteria.  
 
PluxI–luxI_AIA_GFP-pSEVA posee una mayor capacidad para promover ciertos 
parámetros de crecimiento en A. thaliana con respecto a luxI_acdS_GFP-pSEVA.  
 
Por otro lado, las cepas PluxI–luxI_AIA_GFP-pSEVA y PluxI–luxI_acdS_GFP-pSEVA 
inoculadas en conjunto aumentan significativamente el número de raíces laterales y 
el largo de la raíz primaria. 
 
La optimización de los circuitos utilizados podría disminuir los efectos sobre el 
metabolismo de JMP134, lo cual podría tener efectos positivos sobre el crecimiento 
de la planta.  
 
Asimismo, la búsqueda de nuevos sistemas de regulación y de expresión sintéticos 
podría mejorar las capacidades de promoción de crecimiento de un gran número de 
bacterias nativas de suelo, así como de varias PGPR conocidas y utilizadas en 
cultivos de interés comercial. 
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